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研究成果の概要（和文）：抗がんナノ粒子は新たな Drug delivery system(DDS)の形態として注
目されているが、腫瘍に到達する前に肝臓クッパー細胞を中心とする組織マクロファージに捕
捉されてしまう弱点がある。本提案では、リポソーム化クロドロネートをあらかじめ患者に投
与して細網内皮系を一時的に抑制し、抗がんナノ粒子の腫瘍への集積量を高められる事を動物
モデルで証明した。クッパー細胞を抑制する治療戦略は様々なナノ粒子製剤を使った抗癌治療
に汎用出来る基幹技術になる可能性を示せた。 
 
研究成果の概要（英文）：Although chemotherapeutic nanoparticles would confer various 
advantages, the majority of administrated nanoparticles are known to be spoiled by the 
reticuloendothelial system (RES). Intending to more effectively deliver therapeutic 
nanoparticles to target regions in vivo, host RES, especially Kupffer cells in the liver, have 
been depleted ahead of drug administration. In conclusion, Kupffer cells depletion by 
clodronate liposomes enhanced the plasma concentration and antitumor effects of Doxil, 
and would be widely applicable for various clinical cancer chemotherapies using 
nanoparticles. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 抗がんナノ粒子は低分子化合物、遺伝子
ベクター、snRNA、放射性物質等を内包し、
それぞれの抗腫瘍薬剤の効果発現を底上げ
する新たな Drug delivery system(DDS)の形
態として注目されてきた。抗がんナノ粒子は
3-200nm 程度という大きさ故に、独特の薬物
動態を示す。すなわち、腫瘍における血管透
過性は正常組織よりも高い為、ある一定の大
きさ以上の粒子が腫瘍細胞に取り込まれ停
留 し や す い と い う EPR （ enhanced 
permeability and retention）効果により、腫
瘍特異的に分布する。更に、粒子から薬物が
長時間に渡って徐放される作用が合わさっ
て、未修飾状態では効果が十分でない薬剤に
も新たな治療効果をもたらす可能性がある。 
(2) しかし一方で、ナノ粒子治療薬の薬物動
態は既存の小分子化合物とは全く異なり、血
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管内投与されると速やかに肝臓の Kupffer細
胞あるいは組織マクロファージなどの細網
内皮系に捕捉されてしまう。その結果、血中
に循環する薬剤濃度が下がり、ひいては腫瘍
への分布が不十分になると事が問題であっ
た。 
(3)本提案独自のアイデアは、患者の細網内皮
系を一時的に抑制することによって、抗がん
ナノ粒子の腫瘍への集積量を高める事が出
来るのではないかというものである。既に、
ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 製 剤 で あ る
clodoronate をリポソーム化して投与すると
マクロファージ、肝 Kupffer 細胞を一時的に
消失させ得る事が知られている。 
 
２．研究の目的 
本提案の目的は、患者の細網内皮系を一時的
に抑制する事によって、ナノ粒子化抗癌剤の
肝臓での取り込みを減ずることができ、ひい
ては血中濃度が上昇し、抗がんナノ粒子の腫
瘍への集積量を高め抗腫瘍効果が増大する、
という仮説を証明する事である。様々な抗が
ん薬治療に応用できるブースター効果をも
たらす治療戦略を開発する事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
3-1 クロドロネートリポソームによるクッ
パー細胞の除去 
 クロドロネートは骨粗鬆症に用いられる
ビスフォスフォネート製剤の一つで、それ自
体は毒性を持っていない。しかし、リポソー
ムに内包されると、脂質に親和性のあるマク
ロファージが貪食し、クロドロネートがマク
ロファージに取り込まれる。すると、マクロ
ファージ内でアポトーシスが誘導され、マク
ロファージが除去される。実際、コントロー
ル群のマウスのクッパー細胞は 23 個/視野で
あったのに対し、クロドロネートリポソーム
投与後 2 日後および 3 日後ではほぼ完全にク
ッパー細胞が除去されていた。経時的に観察
すると、5 日後に再分布をはじめ徐々に増加
し、14 日後には最初のクッパー細胞数の 82%
まで回復した。 
 
3-2 クッパー細胞除去マウスにドキシルを
投与した後のドキソルビシン血中濃度の測
定 
 ドキソルビシンを内包したナノ粒子製剤
ドキシルを投与する 2日前にクロドロネート
リポソームをマウスに投与し、クッパー細胞
を除去した。ドキシルは 1.25、2.5、5.0mg/kg
の投与量を設定し、ドキシル投与後 1、3、5
日後に採血し血中のドキソルビシン濃度を
測定した。また、ドキシル投与後 1、3、5 日
後に肝臓、脾臓、肺、心臓、腎臓、腫瘍を摘
出し、組織中濃度を測定した。 
 
3-3 クッパー細胞除去マウスにドキシルを
投与した後の腫瘍体積の測定 
 ヒト膵癌細胞 SUIT-2 をマウスに皮下移植
し、7 日後にクロドロネートリポソームを投
与してクッパー細胞を除去した。除去 2 日後
にドキシル（1.25、5.0mg/kg）あるいはドキ
ソルビシン（5.0mg/kg）を投与し、腫瘍径を
測定した。腫瘍体積（V）は、V=πab2/6（a：
最大径、b：最小径）で算出した。 
 
４．研究成果 
4-1 クッパー細胞除去マウスにドキシルを
投与した後のドキソルビシン血中、組織濃度 
 クッパー細胞を除去すると、ドキシル投与
1 日後において、3 つの投与量ごとのドキソ
ルビシン血中濃度は 11μg/mL から 33μ
g/mL（投与量 1.25mg/kg）、22μg/mL から
40μg/mL（投与量 2.5mg/kg）、49μg/mL か
ら 68μg/mL（投与量 5.0mg/kg）にそれぞれ
上昇した。血中濃度の上昇した割合は各々、
3 倍（投与量 1.25mg/kg）、1.8 倍（投与量
2.5mg/kg）、1.4 倍（投与量 5.0mg/kg）であ
り、低用量のドキシルの方が、よりクッパー
細胞除去による上昇効果が際立つことがわ
かった。 
血中濃度の上昇幅をみてみると、ドキシル投
与 1 日後では 3 つの投与量においていずれも
約 20μg/mL とほぼ等しかった。ドキシル投
与 3 日後において、3 つの投与量ごとのドキ
ソルビシン血中濃度は 1.3μg/mL から 4.8μ
g/mL（投与量 1.25mg/kg）、5.0μg/mL から
12μg/mL（投与量 2.5mg/kg）、9.0μg/mL
から 26μg/mL（投与量 5.0mg/kg）にそれぞ
れ上昇した。ドキシル投与後 5 日目において
は、クッパー細胞を除去してもあまり血中濃
度の変化はなく、投与量で比較しても差がほ
とんどないため、ドキシルの大部分が代謝排
泄され血中から消失していると考えられた。
逆に、クッパー細胞除去後にリポソーム化し
て い な い フ リ ー の ド キ ソ ル ビ シ ン
（5.0mg/kg）を投与する実験では、投与 1 時
間後には 2.5μg/mL（非除去群）と 2.2μg/mL
（除去群）であり、明らかな差は認めなった。 
 クッパー細胞除去 2 日後にドキシル
（1.25mg/kg）を投与した後の、ドキソルビ
シン組織中濃度を測定した。データは、組織
中濃度（単位：μg/g-tissue）と組織集積量（単
位：%投与量[ID]＝組織中濃度×組織重量×
100/投与量）で示した。ドキシル投与 1 日後
の肝臓中濃度は、クッパー細胞除去すると、
6.4μg/g-tissue（36%ID）から 4.7μg/g-tissue
（26%ID）に減少した。対照的に、クッパー
細胞を除去すると、脾臓（3.5μg/g-tissue か
ら 15μg/g-tissue）、肺（3.1μg/g-tissue から
8.7μg/g-tissue）、心臓（1.7μg/g-tissue から
4.6μg/g-tissue）、腎臓（3.5μg/g-tissue から
4.4μg/g-tissue）の組織中濃度は上昇した。 
腫瘍においては、ドキシル投与 1 日後に 3.6
μg/g-tissue から 4.7μg/g-tissue に、3 日後
に 0.78μg/g-tissue から 3.0μg/g-tissue に、
5 日 後 に 0.44 μ g/g-tissue か ら 1.6 μ
g/g-tissue にそれぞれ上昇した。腫瘍におい
て統計学的有意差は認めなかったが、5 日間
にわたりクッパー細胞除去によるドキソル
ビシン濃度の上昇を認めた。 
 
 4-2 クッパー細胞除去マウスにドキシル
を投与した後の腫瘍体積の測定 
 クッパー細胞除去後にドキシル（1.25、
5.0mg/kg）を投与した後の、皮下腫瘍移植マ
ウスの腫瘍体積を計測した。ドキシル
1.25mg/kg 投与では、腫瘍細胞移植 24 日後
の腫瘍体積は 751mm3（非除去群）と
482mm3（除去群）であり、クッパー細胞除
去後によりドキシルの抗腫瘍効果が高まっ
た。ドキシル 5.0mg/kg 投与では、腫瘍細胞
移植 28 日後の腫瘍体積は 403mm3（非除去
群）と 356mm3（除去群）であり、クッパー
細胞除去後によりドキシルの抗腫瘍効果が
高まったが、1.25mg/kg 投与と比較するとそ
の変化はわずかであった。また、同様にドキ
ソルビシン 5.0mg/kg 投与した系では、非除
去群と除去群で腫瘍増殖に差は認めなかっ
た。さらにクロドロネートリポソーム単独投
与、即ちクッパー細胞除去しただけのマウス
では、抗腫瘍効果に影響を認めなかった。 
 
 癌細胞を駆逐するためには抗癌剤が腫瘍
に高濃度で集積することが必須である。クッ
パー細胞除去によるドキシル血中濃度の上
昇を受けて、腫瘍中濃度も 5 日間にわたって
増加し、抗腫瘍効果も増大することを明らか
にした。この抗腫瘍効果はリポソームではな
いドキソルビシン投与実験では認められず、
クッパー細胞除去がナノ粒子の腫瘍送達を
増強しているという仮説を支持している。 
 ここで考察すべき事は、免疫を司るクッパ
ー細胞を一時的にでも除去することは、実臨
床で応用可能か、という問題である。懸念さ
れることのひとつに、免疫を司るクッパー細
胞を除去することで生体に影響がでないか
どうかということである。実際にマクロファ
ージを抑制すると血中の細菌のクリアラン
スが低下することがラットでの実験で明ら
かにされている。しかし、我々は、クッパー
細胞除去は下記の 3 つの点において臨床で許
容しうると考えた。1、クッパー細胞が除去
されるのは一時的で、完全に消失するのは 3
日程度であり、14 日で速やかに回復する。2、
クロドロネートリポソーム投与後は脾臓や
腫瘍周囲のマクロファージに変化を認めず、
除去効果は肝臓に限定的であった。3、クッ
パー細胞除去はドキシル単独投与によって
もすでに引き起こされる現象であり、実臨床
ですでに使われているドキシル投与後に重
症な感染などの副作用が増大するというこ
とは報告されていない。 
 またもう一つの問題として、クッパー細胞
を除去しドキシルの血中濃度が上昇すると、
ドキシルによる副作用が増大するのではな
いかという懸念がある。Lu らは、マウスに
おいてドキシルを 10mg/kg から 15mg/kg と
いう我々よりも極めて高い用量で投与し、発
症する副作用を検討した。結果として、心筋
や消化管粘膜に組織学的な異常は認められ
ず、超高用量でも副作用が起きにくい薬剤で
あることが確認された。本実験は主に、ドキ
シル 1.25mg/kg 投与でのクッパー細胞除去
効果を明らかにしたものであり、その際の濃
度上昇も 3 倍であることを考えると、この実
験系でドキシルの血中濃度が上昇しても副
作用の増加は起こりにくいと考えた。 
 本提案は、肝臓のクッパー細胞を一時的に
除去する事により、ナノ粒子製剤の非特異的
な貪食を抑制し、抗がん治療薬の血中濃度を
上昇させ、抗腫瘍効果を高めることを明らか
にした。ナノ粒子の DDS 研究は主に表面修
飾の改良に重点がおかれているが、我々の戦
略は生体環境を変えることで腫瘍送達を増
強するという新たなアプローチである。この
技術が膵癌をはじめとした難治性癌の治療
に応用されることを期待する。 
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